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ネオ カ ル チ ノ ス タチ ン(neocarzinos七a七in,NCS)は 放 線 菌 の 一 種 翫r6ρ めmyoθsoαr2ε π08古α一
漉 α8ひα九F4ユ 株 の培 養 ろ液 よ り得 られ る制癌 活 性 を有 す る タ ンパ ク性 抗 生 物 質 で あ り,急 性 白
血 病,胃 癌,膀 胱 癌,膵 臓 癌 及 び肝 臓 癌 な どの 治療 に適 用 され て い る。
NCSは タ ンパ ク部 分(apo-neocarzinostatin,apo-NCS)と,そ れ に非 共 有 結 合 して い る非 タ
ンパ ク ・ク ロ,モフ ォ ア 部 分(neocarzinos七atin-chromophoreepoxidefrom,NCS-chrI)と が
1:ヱ で 結合 して い るユ ニ ー クな化 合 物 で あ る。NCSの 生 物 活 性 の本 体 はNCS-chr部 分 が 担 い,
apo-NCSは 熱,光 等 に非 常 に 不 安 定 なNCS-chrの 安 定花,キ ャ リア な どの 役 割 を 担 って い る こ
とが 明 らか に な って い る 。
本 研 究 は,apo-NCSが ど の よ う にNCS-chrを 安 定 化 して い る のか,ま た,apo-NCSとNCS-
chrの 結 合部 位 及 び結 合 様 式 に つ い て解 明 す る こ とを 目的 と して 行 な っ牟。
Apo-NCSは 分 子 量 が 約11,000,等 電 点3.2の タ ンパ ク質 で あ り,一 次 構 造 はN末 端 がAla,C
末 端 がAsnで,Ala,Glγ,Ser,Thrに 富 み,His,Metを 含 ま な い113個 のL型 一 ア ミノ酸 か ら
構 成 され て い る(Fig.1)。 な お,Cys七ineの 串一S結 合 が37と47,88と93に 存 在 して い る こ と も証
明 され て い る。
NCS-chrI(天 然 型)は,分 子 量659で310-350nmにUV吸 収 を持 っ て い る。 構 造 は ナ フ タ レ
ン カ ル ボ ン酸 誘 導 体(2-hydroxy-7・methoxy-5-methyl-1-naphthalenecarboxylate,NA),N一 メ
チ ル フ コ サ ミン,炭 酸 エ チ レ ン及 び歪 み の加 わ っ た エ ポ キ シ ドを その構 成 部 分 と して有 す る5員





















diyneで あ る(Fig.2)。 この 構 造 は これ ま で天 然 有 機 化 合 物 に は,そ の 例 を み な い 。.
NCSの 制 癌 作 用 機 作 と して は特 異 的 なDNA合 成 阻 害,επ痂ro及 び 加 伽oに お け る癌 細 胞 の
増殖 阯 及 び直 接DNA鎖 脳 作 用 等 が 知 られて い る。
以 上,述 べ た よ うな 知 見 か らNCS-chrがNCSの 制 癌 活 性 中 心 で あ り,非 常 に不 安 定 で あ る点
に注 目 し,NCS-chrIの どの 部分 が特 に不 安 定 で あ るか と い う点 を解 明 しよ う と考 え た 。 更 に,
不 安 定 な部 分 を制 癌 活 性 を失 わ な いで 安 定 化 で きれ ばNCS-chr単 独 で の化 学 療 法 も可 能 とな る
と考 え られ る。 この不 安 定 なNCS-chrIを,apo-NCSは ほぼ完 壁 な まで に安 定 化 し,か っ,こ の
作 用 は現 在 他 の タ ンパ クで は代 え られ な い。 した が っτ安 定 化 作 用 はapo-NCS中 の 三 次 構 造 ま
で含 めた そ の構 造 に よ る もの と考 え,以 下 の実 験 を行 な った 。
第 一章 で は,NCS及 びNCS-chrの 安 定性 を医 薬 品 の安 定 性 の簡 便 な 評 価 法 ⑱1つ で あ152極
微 弱 化 学 発 光(extra-weakchemiluminescence,CL)法 を用 い て 解 析 し た 。NCS-chr.はapo-
NCSか ら分 離 さ れ る と,非 常 に不 安 定 にな る とい う知 見 を再 確 認 し,更 にNCS-chrの 最 も不 安
定 な部 位 は,歪 み の加 わ っ た エ ポキ シ ド部 分 にあ る と推 定 した。 そ して,こ の 不 安 定 なNCS-chr
を安定 化 させ る物 質 の 検 索 を試 み た結 果,γ 一シ ク ロデ キ ス トリ ン(γ 一CyD)がNCS-chrの 安 定
化 に寄 与 す る こ とを発 見 した 。 ま た,NCS-chr誘 導 体 で あ るNCS-chrH(NCS-chrhydrochloride
adductfrom),NCS-chr皿(NCS-chrhydrobromideadductform)は,NCS-chrIに 匹 敵 す る
活性 を有 し,し か も,NCS-chrlよ り も熱,光 に対 す る安 定 性 が増 大 して い た 。
第 二 章 で は,NCS-chrがapo-NCSの どの部 位 に結 合 して い るか を 明 ら か に す る た め,ト リプ
シ ン限 定 分 解 したapo-NCSとNCS-chrIと の再 構 成 を 検討 した結 果,apo-NCSのC端 側 ア ミ ノ




























apo-NCSの2個 のTrp残 基 を!V一プ ロモ ス ク シ ンイ ミ ド(NBS)で 選択 的 に化 学 修 飾 し た と ころ,
NCSで は1個,apo-NCSで は2個 のTrpが 酸 化 さ れ た 。NCSに よ る選 択 的NBS酸 化 後 の 残 っ
て い るTrp残 基 の位 置 を明 確 に す るた め,Trp1個 が酸 化 され たNCSよ りTrp1個 が酸 化 され た
apo-NCSを 調 製 し,ト リプ シ ン分解 を行 った の ちTrp残 基 を 含 む ペ プ チ ドをHPLCで 単 離 し,
そ の構 成 ア ミノ酸 を分 析 した結 果,残 存 して い るTrpはTrp-83で あ った 。 更 に 蛍 光 分 析 に お い
て,apo-NCS,Trp-39が 酸化 され たapo-NCS(MTO-apo)及 びTrp-39,83が 酸 化 さ れ たapo-NCS
(DTO-apo)を280nmで 励 起 して 得 られ る352nmの 蛍 光 強 度 を 比 較 した結 果 よ り,Trp-39が
Trp-83よ り も高 い相 対 量 子 収 率 を有 して い る可 能 性 が 考 え られ た 。 一 方,NCS-chrはapo-NCS
に結 合 す る こ と に よ り,そ の蛍 光 強 度 が70%減 少 す る 。 こ の減 少 に は,apo-NCSのTrp-39が 寄
与 す る と考 え られ,NCS-chrはapo-NCSのTrp-39付 近 に直 接 相互 作 用 して い る こ と が 示 唆 され
た 。更 に,apo-NCSとNCS-chrの 結 合 を明 確 に す るた め,apo-NCS,MTO-apo及 びDTO-apo
そ れ ぞ れ とNCS-chrか らNCSへ の 再構 成 を行 な った結 果,MTO-apo及 びDTO-apoで は そ れ ぞ
れapo-NCSの 約80%,35%で あ っ た。 したが ってMTO-apoで は高 次 構 造 が 少 し変 化 し,DTO-
apoで は更 に高 次構 造 が 変 化 す る こ とが示 唆 さ れ た 。 この こ とは,抗 菌 活 性 及 び 抗腫 瘍 活 性 な ど
の生 物 活 性 の変 化 と同 様 の結 果 で あ った 。
以 上 の こ とか ら,NCS-chrはapo-NCSのC端 側71-113番 の ペ プチ ドとよ り強 く結 合 し,生 物
活 性 を 保持 して い る こ と,更 に,Trp-39がNCS-chrと 直 接 相 互 作 用 して い る可 能 性 が示 唆 され た。 .
また,apo-NCSのTrp-83はNCS-chrが 結 合 す る こと に よ り,そ の ペ プ チ ドの 高 次 構 造 が 変 化 し,
NBSの 直 接 攻 撃 を受 け な い よ う な覆 わ れ た状 態 に な った こ とが 考 え られ た。
第 三 章 で は,apo-NCSとNCS-chrの 結 合 様 式 を,NCSか らのNCS-chrの 放 出 の 特 徴 疎 水 度
の検 討 及 びapo-NCSの 二 次 構 造 上 の 特徴 を調 べ る こ とに よ り検討 した。NCSにSDS等 の タ ンパ
ク変 性 剤 を加 え る と,NCS-chrはNCSか ら ほ ぼ完 全 に 放 出 さ れ る こ とよ り,NCS-chrとapo-
NCSの 結 合 に は,疎 水 的 な結 合 が 関 与 して い る こ とが 示 唆 され た。 ま た,NCS-chrモ デ ル化 合 物
を用 い た実 験 よ り,NCS-chrの 部 分 構 造 で あ るNAの フ ェ ノ ー ル 基 がapo-NCSとNCS-chrの 相
互 作 用 に重 要 な 役割 を して い る こ と,ま た,ア ミノ糖 の 塩 基 性 部 分 とapo-NCSの 一 っ の 酸 性 ア
ミノ酸 残 基 と が イ オ ン結 合 して い る もの と考 え られ る 。 す な わ ち,apo-NCSは3っ の 親 水 群
(10-17番,62-68番,89-94番)と4っ の 疎水 群(18-21番,37-40番,73-78番,108-i12番)
を含 ん で い るが,C端 側43ペ プ チ ドは,カ ル ボ キ シル基 を もっGlu2個 とAsp4個 を 含 む ほ か,
疎 水 性 のPheが4個 含 ま れ て お り,NCS-chrとapo-NCSの 結 合 にイ オ ン結 合 及 び 疎 水 結 合 が 関
与 して い る こ とが 示 唆 さ れ た 。更 に フー リエ変 換 赤 外 分 光 ス ペ ク トル,円 偏 光 二 色 性 ス ペ ク トル
よ りapo-NCSの 二 次 構 造 の特 徴 を 検討 した結 果,C端 側43ペ プチ ド部 分 の 二 次 構 造,特 に β一構
造 がNCS-chrの 結 合 及 び安 定 性 に 関連 して い る こ とが示 唆 され た 。apo-NCSの 疎 水 度 分 析 とX
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線解析の結果か ら,NCS-chrの 結合にはC端 側43ペ プチ ドは必須であり,更 に蛍光分析の結果か
らTrp-39とNCS-chrと が相互作用 していることが認められるため,疎 水度 の高いN端 側37-40
番 もその結合に関与 していることが考えられた。
以上の知見か ら,apo-NCSとNCS-chrの 結合様式は,apo-NCSの 酸性 ア ミノ酸 とNCS-chrの
塩基性のアミノ糖のイオン結合だけでなく,aPQ-NCSの β一構造豊富なC端 側の疎水性 ア ミノ酸
とNCS-chrの 疎水部分との間の疎水的相互作用 もその結合 に関連 してお り,NCS-chrの 結合環
境はNCSの 生物活性と安定性に密接に関連 していることが示唆された。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は,抗 腫瘍抗生物質ネオカルチノスタチン(NCS)の 生物活性の本体 と考え られている
非タンパク ・クロモフォア(NCS-chr)のNCS中 における存在状態を化学的,物 理化学的な手
法で解明 している。このNCS-chrは,NCSを 構成 しているタンパ ク質(apo-NCS)と1:1の
複合体を形成 しているときは比較的安定であるが,遊 離形では極めて不安定であることに注目し,
この安定化がどのような機構で行なわれているかを調べた。
まず安定性の評価法 として,微 弱化学発光を取 り上 げ,種 々の条件下においてNCSか ら生 じ
る光を測定 した。その結果,こ の発光はNCS-chrに 起因 し,apo-NCSはNCS-chrを 安定化 して
いることを証明した。NCSは 熱 と光に対 して不安定であるが,シ クロデキス トリン類を加える
ことにより安定化できることが分かった。
っぎにNCS複 合体の安定化機構を知 るため,NCS-chrとapo-NCSと の結合部位 を調べた。
apo-NCSを トリプシンで限定分解 して各種 のポリペプチ ドを分離 し,そ のそれぞれにっいて
NCS-chrと の結合性を測定すると,反 応性をもっているのは,C末 端から43個 までの アミノ酸か
らなるペプチ ドであることを明 らかにした。このペプチ ドは,一 っの親水群を もち,NCS-chrと
の結合部位は,Trp-83の 近傍であることを推定 した。
さらにapo-NCSとNCS-chrと の結合様式を明らかにするため,apo-NCSの 二次構i造の特徴を
解析 した。NCSに 界面活性剤を加えてタンパ ク質を変性させると,NCS-chrが 放出され ること
から,こ の結合は疎水結合であることが推定され,こ の疎水結合には37-40番,73-78番108-
112番の3っ の疎水領域部分が重要であると考えられた。またこの結合には,apo-NCSの 酸性 ア
ミノ酸とNCS-chrの ア ミノ糖の塩基性部分 との間のイオン結合 も関与 しているものと推論 して
いる。またapo-NCSのCDス ペクトルおよびX線 解析の結果から,apo-NCSに は疎水性 の高 い
空洞が存在 し,こ のβ構造に囲 まれた空洞部分にNCS-chrが 弱いイオ ン結合 および疎水結合 に
よって結合 し,安 定な複合体を形成 しているものと結論 した。
以上本論文は,生 理活性物質がタンパ ク質 との複合体を作って安定化する機構を解明 したもの
であり,極 めて不安定な医薬品の安定化法を開発するうえにおいても示唆に富む内容 を含み,博
士論文として価値あるものと認める。
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